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0 Beschichtete Trager, Verfahren zu ihrer Herstellung und Ihre Verwendung zur Immobllislerung von 
Biomolekulen an Oberflachen von Festkorpern. 



0 Neue beschichtete Trager bestehen aus einem inerten Festkorper und einer monomolekularen Schicht eines 
Polymer, das Aktivgruppen enthalt, die am Ende elner hydrophilen Spacergruppe sitzen. Diese Aktivgruppen 
sind zur Bindung von Molekulen biologischen Ursprungs geeignet. Zwischen dem inerten Festkorper und der 
monomolekularen Polymerschicht konnen 0-200 monomolekulare Schichten ohne Aktivgruppen eingeschoben 
sein. Die Anbringung aller Schichten erfolgt durch LB- oder SA-Technik. Molekule biologischen Ursprungs 
konnen an diese beschichteten Trager angebunden (immobilisiert) werden. 
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Dio vorliognndn F rfindung boschroibt boschichtoto Irflgor unci oin Vorfahron /u ihror Hurstollung. dio 
zur Immobilisiorung von Protoinon und andoron HiomolokOlon, inshosoruloro von Ho/optorprotoinon geoig- 
net sind. Dios ormtiglicht oino vorbossortu Horstullung von Hiosonsoron und Biotosts. 

Dio Immobilisiorung von Protoinon und andoron BiomolokOlon i:>l fOr violo analytischo und biotochnolo- 

5 gischo Vorfahron von Wichtigkoit Als analytischo Vorfahron soion hior insbosondoro Fostphason-lmmunoas- 
says sowio Bio- und Immunosonsoron gonannt. boi donon sich durch dio Immobilisiorung oino Vorbosso- 
rung dor Handhabbarkoit von Immunglobulinon (Antiktirporn) orgibt. Nach dom dorzoitigon Stand dor 
Technik werdon Protoino moist adsorptiv Obor ionischo odor hydrophobo Wochsolwirkungon an Oborfla*- 
chen gebundon oder sie werden Obor kovalonto Bindungon Obor dio Vorwendung von Hilfsroagonzion 

w angekoppolt. Als oin mittlorwoilo klassisch zu nonnondos Boispiol fUr letztoro Vorgohonswoiso soi dio 
Aktivierung von Glas durch APTS (3-Aminopropyl-triothoxysilan) und Glutardialdohyd mit anschlioflondor 
Bindung von Protoin und einer ggf. daran anschliofiondon Roduktion der entstehondon Schiff-Baso durch 
Natriumborhydrid zu nonnon. Einon Uborblick Obor boi Immunoassays bonutzto Vorfahron findot man 
beispielsweiso in P. Tijssen, "Practice and Theory of Enzyme Immunoassays", S. 297-328 (Elsevier, 

75 Amsterdam 1987). FOr biotechnologische Vedahren sind daneben Einkapselungsverfahren fOr Enzyme in 
permeablen Polymeren oder Membranen gebrauchlich. 

Wahrend die adsorptiv arbeitenden Verfahren den Nachteil der mangelnden Stability der Proteinimmo- 
bilisierung besitzen, erfordert die kovalente Anbindung mit Kupplungs- oder Aktivierungsreagenzien oft eine 
relativ hohe Anzahl von ProzeBschritten, die Verwendung von hochreinen und instabilen Reagenzien oder 

20 die Anwendung von nicht mit alien Proteinen kompatiblen Umsetzungsbedingungen. Auch ist der Wirkungs- 
grad der Proteinimmobilisierung oft mangelhaft, entweder durch Proteindenaturierung oder durch eine zu 
geringe Belegung der Oberflache mit Proteinen. Weiterhin sind einige Aktivierungsreagenzien zur Querver- 
netzung fShig, wobei sich schlecht definierte Oberfl&chen ergeben. Die Reproduzierbarkeit der Immobilisie- 
rung wird damit ebenfalls sehr schlecht. 

25 In der vorliegenden Erfindung werden diese Probleme dadurch gelost, dafl neue beschichtete Trager, 
die mit einem dOnnen, filmbildenden Polymer Oberzogen sind, bereitgestellt werden, bei denen das 
Polymer 

a) auf der Oberflache eines inerten Festkorpers fest anhaftet und 

b) Reaktivgruppen zur kovalenten Bindung des zu immobilisierenden Proteins besitzt. 

30 Der Vorteil besteht in einer Reduzierung des Immobilisierungsaufwandes auf im wesentlichen zwei 
Schritte: 

a) Beschichtung des FestkSrpers 

b) kovalente Anbindung des Proteins an den beschichteten Festktfrper 

Der ProzeB der Filmbildung (Schichtbildung) kann auf verschiedene Weisen vor sich gehen. Es bieten sich 
35 die Langmuir-Blodgett- (LB-) Technik, die Self-Assembly-(SA-) Technik oder eine Kombination aus beiden 
an. Beide Verfahren sind in A. Ullman, "An Introduction to Ultrathin Organic Films", Part Two, S. 101-132 
bzw. Part Three, S. 237-304 (Academic Press, San Diego, 1991) beschrieben. Insbesondere das in DE-OS 
40 26 978 und DE-OS 42 08 645 beschriebene SA-Verfahren, bei dem Schichten aus funktionalisierbaren 
Polyionen verwendet werden, ist aufgrund seiner einfachen Handhabung und der Moglichkeit, beliebig 
40 geformte Festkorper sowie Hohlraume zu beschichten, fOr diesen Zweck gut geeignet. 
Die Erfindung betrifft somit beschichtete TrSger, bestehend aus 

a) einem inerten FestkdVper und 

b) einer monomolekularen Schicht eines fOr die Langmuir-Blodgett-(LB-) oder fOr die Self-Assembly-(SA- 
) Technik geeigneten Polymers, wobei 

45 c) das Polymer 0,8-20 Mol-%, bevorzugt 2,5-10 Mol-%,bezogen auf die Molzahl aller Comonomere, an 
einem Comonomer enthalt, das eine zur Bindung von MolekUlen biologischen Ursprungs geeignete, am 
Ende einer hydrophilen Spacergruppe sitzende Aktivgruppe besitzt und wobei 

d) zwischen dem inerten Trager a) und der monomolekularen Schicht b) 0-200 monomolekulare 
Schichten eines fOr die LB- oder SA-Technik geeigneten Polymers ohne Aktivgruppen gemaB c) 
50 angeordnet sind. 

Die Erfindung betrifft weiter ein Verfahren zur Herstellung beschichteter Trager, dadurch gekennzeich- 
net, daB ein inerter Trager nach der Langmuir-Blodgett (LB)- oder nach der Self-Assembly (SA-)-Technik 
mit einer monomolekularen Schicht aus einem fur diese Techniken geeigneten Polymer beschichtet wird, 
wobei dieses 0,8-20 Mol-%, bezogen auf die Molzahl aller Comonomere, an einem Comonomer enthalt, das 
55 eine zur Bindung von Molekulen biologischen Ursprungs geeignete, am Ende einer hydrophilen Spacer- 
gruppe sitzende Aktivgruppe besitzt und wobei zwischen dem inerten Trager und der monomolekularen 
Schicht 0-200 monomolekulare Schichten eines fur die LB- oder SA-Technik geeigneten Polymers ohne die 
Aktivgruppen enthaltenden Comonomeren angeordnet werden. 

2 
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Die Erfindung betrifft schlieBlich die Verwendung des beschichteten Tragers zur Anbindung (Immobili- 
sierung) von Molekulen biologischen Ursprungs. 

Der inerte Festkorper kann dabei auch zunachst mit einer Oder mehreren Lagen von filmbildenden 
Substanzen grundiert sein, um eine bessere Anhaftung der obersten, proteinbindenden Schicht zu gewahr- 

5 leisten. Bei Verwendung der LB-Technik sollte der Festkorper eine planare Struktur und eine moglichst 
einheitliche Oberflachenpolaritat besitzen. Fur die Beschichtung mit Polyionen nach der SA-Technik bieten 
sich oberflachlich geladene Materialien an, was sich auch nachtraglich einfUhren laBt, wie z.B. bei 
oberflachenoxidierten Kunststoffen. 

Besonders interessant als inerte Festkorper sind alle Materialien, auf denen Biotests ausgefuhrt werden 

io oder aus denen die Oberflachen von Biosensoren hergestellt werden. Biotests finden beispielsweise auf 
Tupfelplatten, Teststreifen oder in DurchfluBsystemen statt; typische Materialien sind Kunststoffe, modifizier- 
te Biopolymere und Glaser. Biosensoren lassen sich nach zahlreichen Verfahren aufbauen. Je nach 
Nachweismethode (elektrochemisch, optisch oder andere) sind Metal lelektroden, Halbleiteroberflachen, 
membranuberzogene Elektroden, lichtleitende oder lichtdurchlassige Materialien (Glaser, Kunststoffe), 

75 Schwingquarze oder Oberflachen resonatoren als erfindungsgemafl einzusetzende Oberflachen zu modifizie- 
ren. 

Als Reaktivgruppen kommen aus der klassischen Proteinimmobilisierung bekannte Gruppen in Frage, 
beispielsweise N-Hydroxysuccinimidgruppen, Isocyanat, Isothiocyanat oder Nitrophenylester zur NH 2 -lmmo- 
bilisierung, lodacetamid- oder Maleimidgruppen zur SH-lmmobilisierung oder Hydrazidgruppen zur Bindung 

20 von durch Periodatbehandlung gespaltenen Glykoproteinen. 

Eine direkte Ankopplung ans Polymerruckgrat, beispielsweise der Einbau von N-Hydroxysuccinimidyl- 
methacrylat, fuhrte jedoch zu keiner zufriedenstellenden Proteinimmobilisierung. Es wurde gefunden, daB es 
vorteilhaft ist, diese Gruppen uber eine hydrophile Spacergruppe ausreichender Lange an das Polymerruck- 
grat anzubinden, wodurch sich offenbar eine bessere Annaherung der Reaktivgruppe an das zu bindende 

25 Protein in waBrigem Medium ergibt. Bei den Spacergruppen haben sich heteroatomhaltige Kohlenwasser- 
stoffketten von mehr als 4 Atomen, vorzugsweise von 5-30, besonders bevorzugt 7-30, ganz besonders 
bevorzugt von 13 bis 30 Atomen Lange bewahrt, insbesondere Oligoethylenoxidketten. Beispiele fur 
derartige Gruppen sind die folgenden Monomere (I): 

30 CH 2 =C(R 1 )-R 2 (I), 

in denen 

R 1 fur H oder CH 3 steht und 

R 2 die Gruppe 



35 




40 



45 



R 3 

R* 
Y 



oder -CO-O-R 4 bedeutet, wobei 

fur -(CH 2 -) m -S02-(CH 2 -)n-N = C = X mit X = S oder 0 oder fur -C(CH 3 )2-NH-CO-Y steht, 
fur -(CH 2 -) m -NH-CO-Y, -[CH(R 1 )-CH 2 -0-) 0 -S0 2 -R 5 oder -[CH(R 1 )-CH 2 -0-] 0 -CO-R 6 steht, 
fur 




CO — CH 2 



— O— N 



50 




CO— CH 2 



-NH-NH 2 oder -NH-NH 3 *Cl e , 



55 
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NH - (CH 2 ) p CO-0 — N 



CO — CH, 



\ 



CO — CH, 



odor -NM-(CM;.-) |r O-SO^-fV' stoht, 
R 5 CH 3 , C p F ?p< ,, Phenyl odor Tolyl bodoutot, 

70 R b -(CH-»-) m -CO-Y odor Y bodoutot, 

m und n unabhSingig vonoinander ganzo Zahlon von 1 bis 4 sind und 
o und p unabhSngig vonoinander ganze Zahlon von 1 bis 9 sind. 
Bovorzugt als hydrophilo Spacorgruppon sind Oligoothylonoxidgruppon odor Oligopropylonoxidgruppon 
mit 5-9 Einheiten. 

75 Diese lassen sich in folgendo, beispielhaft genannte, fUr die LB-Technik geeignete Polymere (II) 
einbauen: 



20 



25 



30 



-£cH 2 - 



H 



2q+1 



C(R') 



CO 
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o 
I 

c n 



-CH — C(R") 
CO 



o 
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CH CH. 

I I 

°-cC° 



H 3 C 



CH, 



-CH,- 



-C(R 
I 

R 



(ID 



35 



40 



45 



50 



55 



in der 
R 1 und R 2 
R 7 und R 8 

q 

r 

s 



die oben genannte Bedeutung haben, 
unabhSngig voneinander H oder CH 3 bedeuten, 
eine ganze Zahl von 12-22, bevorzugt 16-18 darstellt, 

einen Wert von 0,6-1,25, bevorzugt 0,8-1,1, besonders bevorzugt 0,9-1,05 bedeutet und 
einen Wert von 0,02-0,4, bevorzugt 0,05-0,2 bedeutet. 
Zwischen dem inerten Festkorper und der monomolekularen Schicht aus dem Polymer (II) konnen 0- 
200, bevorzugt 0-50, besonders bevorzugt 0-20, hochgeordnete Polymerschichten eingelagert werden, 
deren Polymer aus dem der Formel (II) durch Fortlassen des Anteils an Monomer mit dem Index s ableitbar 
ist. 

FUr die DurchfUhrung der SA-Technik kommen Polymere in Frage, die mehr als eine elektrische 
Ladung tragen, die demnach Polyionen darstellen. 

Als Polykationen kommen beispielsweise Verbindungen mit Aminofunktionen und Sulfoniumgruppen in 
Betracht, wie Polylysin, Polyallylamin, Polyethylenimin, Polyvinylpyridin, mit Aminofunktionen modifizierte 
(Meth-)Acrylate (z.B. Poly-N,N-dimethylaminoethyl-methacrylat) und Dextrane (z.B. DEAE-Dextran) sowie 
Chitosan. Die Aminoverbindungen konnen entweder durch einfache Protonierung oder durch Quaternisie- 
rung in den ionisierten Zustand Ubergefuhrt werden 

Als Polyanionen kommen beispielsweise Polycarbonsauren, Polyphosphonsauren und Polysulfonsauren 
in Betracht. Beispiele hierfur sind Polyglutamat, Poly-(meth-)acrylsaure, Polystyrolsulfonsaure oder Dex- 
transulfat. 

In einer ahnlichen Weise, wie sie oben fur die LB-Technik beschrieben wurde, konnen auf einem 
inerten Trager 0-200 Schichten der zur SA-Technik geeigneten obigen Polyionen angebracht werden. In 
bekannter Weise sind die anzubringenden Polymere jeweils alternativ gegensinnig geladen; der zu be- 
schichtende TrSger ist im allgemeinen vorbehandelt, so daS er zur ersten anzubringenden Polymerschicht 
ebenfalls gegensinnige Ladungen tragt. 

Als abschlieBende Schicht wird sodann auch bei Anwendung der SA-Technik ein polyionisches Polymer 
angebracht, das 0,8-20 Mol-%, bevorzugt 2,5-10 Mol-%, bezogen auf die Gesamtzahl aller Comonomere, 
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an Monomereinheiten enthalt, die zur Bindung von Molekulen biologischen Ursprungs geeignete, am Ende 
einer hydrophilen Spacergruppe sitzende Aktivgruppen der oben beschriebenen Art enthalt (Formel (I)). 

Fur den Fall, dafi als abschlieBende Schicht ein Polykation angebracht wird und die kationischen 
Gruppen Hydrazingruppen sind (-NH-NH2 Oder -NH-NH2 •HCI), konnen diese Hydrazingruppen sowohl die 
5 ionische Bindung zur darunter liegenden polyanionischen Schicht bewirken als auch mit ihrer uber diese 
Bindung hinausgehende Menge die Molekule biologischen Ursprungs binden. In einem solchen Fall kann 
also die Aktivgruppe Ober den erfindungsgemaBen Anteil von 0,8-20 Mol-% hinaus bis zu 100 Mol-% 
ausmachen. 

Somit ergeben sich in Analogie zur obigen Formel (II) fur die SA-Technik einsetzbare Polymere fur die 
10 oberste Schicht der Formel 



-£ch 2 — c(R 7 )9rt cH — ? (R,) -3- s (>">. 



R 9 R 2 

in der R 1 , R 2 , R 7 und s die obige Bedeutung haben, 

t einen Wert von 1,6 bis 2,25, bevorzugt 1,8 bis 2,1, besonders bevorzugt 1,9 bis 2,05, annimmt 
und 

20 R 9 ein Anion aus der Gruppe von -S0 3 e , -C6H*-S0 3 e , -COO e und -0-P0 3 ee oder 
ein Kation aus der Gruppe von 



25 



30 -N(R 10 , R 11 , R 12 ), -S(R 10 , R 11 ) , 



© 

— CO-Q{c— C— Alkylen3-N(R 10 ,R ,1 .R 12 ) . 

35 

-NH-NH 3 * Oder 



40 




bedeutet, 

45 worin R 10 , R 11 und R 12 unabhangig voneinander Wasserstoff, Ci-C 2 2-Alkyl, Phenyl Oder Benzyl 

bedeuten und 

Q fur O oder NH steht und die Indices o und m unabhangig voneinander ganze Zahlen von 1 bis 
9 darstellen. 

Gegenionen sind bei den Polyanionen H + , (Erd)Alkalimetallkationen, NHU* oder ganz oder teilweise 
50 durch Ci-Cs-Alkyl, Phenyl oder Benzyl substituiertes Ammonium. 

Gegenionen sind bei den Polykationen OH G , Halogenid, Sulfat, C1 -Cs-Alkylsulfonat oder Phenylsulfonat. 
Kationen konnen auch durch Einwirkung von Wasser oder Sauren erst bei der Anwendung in der SA- 
Technik entstehen, so beispielsweise aus - NH2 und Wasser -NH 3 *OH e . 

Bevorzugt bei den Polyanionen sind vinylpolymerisierbare Sauren, wie Poly-(meth)acrylsaure oder 
55 Polystyrolsulfonsaure. Bei diesen erfolgt der Einbau der Reaktivgruppen ebenso wie bei den Polymeren fUr 
die LB-Technik uber Reaktivmonomere. Es werden bevorzugt die gleichen Reaktivmonomere (Formel I) 
zum Aufbau von fur die SA-Technik geeigneten Polymeren verwendet. 
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Bevor/uyt boi don Polykationon sirul solcho mit don im Rahmon dor I ormol (III) als W yonannton 
Pyridinium-, Ammonium- odor -CO-Q-Alkylon-ammonium-Kationon 

Dor molaro Anloil dor Roaktivgruppon botrayt zwischon ?0 und 0,8 %. bovor/ugl /wischon 10 und ?,b 

%. 

5 In Analogio zur obon boschriobonon LB-Technik hat boi don 0 bis POO Schichton untor dor oborston 

Schicht der Indox s in (III) don Wert Null; bei den untoron Schichton trSgt das Polyanion bzw. Polykation 
also keine Aktivgruppo. Die Ausnahmostellung der Hydrazingruppo wurdo obon borolts boschriobon. 

FUr die LD-Tochnik kommon in bekannter Weise Ltisungsmittol in Trago, dio dio Polymoron Itfson, abor 
nicht mischbar sind mit einem Medium, auf desson Oberfl^che die Polymoro gespreitet werdon. Im 
w wichtigen Fall, boi dem das Medium Wasser ist, sind solcho I tisungsmittol / B. Mothylenchlorid und andore 
halogenierte aliphatische Kohlenwasserstotfe; (Halogon)Kohlonwasserstoffo der aromatischen Roiho; mit 
Wasser nicht mischbare Ester und andere, dem Fachmann bekannte. 

FUr dio SA-Tochnik kommon fUr don Fall von Wassor als Modium hochpolaro, gogobononfalls mit 
Wasser mischbare LCsungsmittel in Frage, z.B. wasserlSsliche Alkohole und Ether, Dimethylsulfoxid, 
/5 Peralkyl-s&ureamide und andere, dem Fachmann bekannte. 

MolekUle biologischen Ursprungs sind beispielsweise Proteine, Steroido, Stoffwechselprodukte, Vitami- 
ne, NukleinsSuren, bevorzugt biologische RezeptormolekOle, wie Immunoglobuline, Lectine oder Enzyme, 
beispielsweise Glukoseoxidase, Urease, Antikorper. 

Das zu immobilisierende Protein kann entweder ohne Vorbehandlung, im Falle von Immunglobulinen 
20 nach Spaltung zu Fab-Fragmenten oder nach Periodatspaltung von Glykosidresten, sowie Uber Hilfsprotei- 
ne, wie im Falle von Immunglobulinen mit Protein A oder Protein G, eingesetzt werden. Mit den so 
immobilisierten Proteinen ktfnnen in gleicher Art, wie in EP 429 907-A fOr Concanavalin A und Mannose 
beschrieben, Bindungen von Antigen Uber einen Ftfrster-Energietransfer nachgewiesen werden. 

25 Belsplele: 

Beispiel 1: 

Synthese des Reaktivpolymers 1 mit Reaktivgruppe 1 

30 

In 55 ml Dioxan wurden 4 g Stearylmethacrylat, 2,36 g 4-Methacryloyl-2,2-dimethyl-dioxolan, 0,24 g m- 
lsopropenyl-a-a-dimethyl-benzyl-isocyanat (m-TMI<s>, Fa. American Cyanamid Co.) und 10 mg Azobisisobu- 
tyronitril eingetragen. Die Apparatur wurde evakuiert, mit Reinststickstoff beschickt, dieser Zyklus zweimal 
wiederholt und 6 h bei 70°C gerUhrt Zu der Rohlosung wurden 0,2 g p-Nitrophenol und 10 mg 
35 Diazabicyclo[2,2,2]octan gegeben. Danach wurde die Losung 16 h bei 55°C gerUhrt. Nach Erkalten wurde 
die Rohlosung in 200 ml Methanol eingetropft, wobei ein weiGer Niederschlag ausfiel, der abgesaugt wurde. 

Ausbeute 5,2 g, entsprechend 76,5 % der theoretischen Ausbeute. 

Das 1 H-NMR zeigte die fOr Polymere typischen breiten Resonanzen, die aufgrund des Gehaltes an m- 
TMI auch im aromatischen Bereich zwischen 7 und 7,5 ppm liegen, sowie auch die der Esterfunktion 
40 benachbarten Protonen zwischen 3,5 und 4,5 ppm und fGr den Alkylteil die Absorptionen zwischen 0,7 und 
2,2 ppm. 

Die U N - Elementaranalyse ergab 0,4 % N, entsprechend 4 mol-% Reaktivgruppe. 
Beispiel 2: 

45 

a) Herstellung der Reaktivgruppe 2 

Unter Stickstoff wurden 5 g 6-Aminohexanol in 95 ml Methylenchlorid gelost und 6,6 g Isocyanatoethyl- 
methacrylat, in 15 ml Methylenchlorid gelost, bei Raumtemperatur langsam zugetropft und 2 h nachgerUhrt. 
so Das Methylenchlorid wurde im Vakuum abgezogen und der Ruckstand in Diethylether kristallisiert. Ausbeu- 
te 9,8 g, entsprechend 84,5 % der theoretischen Ausbeute. 

Das 1 H-NMR zeigte die Hamstoffprotonen bei 5,45 und 5,55 ppm, die vinylischen Protonen bei 5,6 und 
6,1 ppm sowie die Alky I resonanzen zwischen 1,2 und 1,7 ppm. 

55 b) Synthese des Reaktivpolymers 2 

In 55 ml Dioxan wurden 4 g Stearylmethacrylat, 2,36 g Methacryloyldimethyldioxolan, 0,32 g Substanz 
aus Beispiel 2a) und 10 mg Azobisisobutyronitril eingetragen. Die Apparatur wurde evakuiert, mit Reinst- 
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stickstoff beschickt, dieser Zyklus zweimal wiederholt und 6 h bei 70 °C geruhrt. Die abgekuhlte Losung 
wurde mit 0,15 g Methylsulfonsaurechlorid und 0,15 g Pyridin versetzt und 2 h bei 40 °C geruhrt. Nach 
Erkalten wurde die Rohlosung in 200 ml Methanol eingetropft, wobei ein weiGer Niederschlag ausfiel, der 
mit Wasser gewaschen und dann abgesaugt wurde. Ausbeute 5,2 g, entsprechend 76 % der theoretischen 
5 Ausbeute. 

Das 1 H-NMR zeigte die fur Polymere typischen breiten Resonanzen im Alkyl-Bereich zwischen 0,7 und 
2,2 ppm sowie auch die der Esterfunktion benachbarten Protonen zwischen 3,5 und 4,5 ppm. 
Die 32 S Elementaranalyse ergab 0,45 % S, entsprechend 4,1 mol-% Reaktivgruppe. 



w Beispiel 3: 



a) Synthese der Reaktivpolymeren 3 und 4 und der Reaktivgruppe 3 



In 15 ml Dioxan wurden je 2,45 g Stearylmethacrylat und Methacryloyldimethyldioxolan sowie 150 mg 
15 Azobisisobutyronitril gelost. Dazu wurden 0,25 g (fur Polymer 3) bzw. 0,5 g (fur Polymer 4) an Reaktivgrup- 
pe 3 (siehe unten; Herstellung beschrieben in Beispiel 1 in DE-OS 42 02 050) zugegeben und 18 h bei 
70°C geruhrt. Nach dem Erkalten wurden 0,5 g (fur Polymer 3), bzw. 1g (fur Polymer 4) N.N'-Disuccinimi- 
dylcarbonat zugegeben und 5 h bei 50°C geruhrt. Die Rohlosung wurde in 500 ml Methanol eingetropft, der 
entstandene Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das 1 H-NMR zeigte die fur 
20 Polymere typischen breiten Resonanzen im aromatischen Bereich zwischen 7 und 7,5 ppm sowie auch die 
der Esterfunktion benachbarten Protonen zwischen 3,5 und 4,5 ppm und fur den Alkylteil die Absorptionen 
zwischen 0,7 und 2,2 ppm. Die U N - Elementaranalyse ergab 0,3 % N fur Polymer 3, bzw. 0,5 % N fur 
Polymer 4, entsprechend 2,1 mol-%, bzw. 3,6 mol-% N-Hydroxysuccinimid ( = NHS)-aktivierten Reaktiv- 
gruppe. 

25 




Reaktivgruppe 3 

40 

b) Synthese der Reaktivpolymeren 5 und 6 

Der Versuch aus Beispiel 3a) wurde wiederholt, wobei statt Dioxan Dimethylsulfoxid als Losungsmittel 
45 verwendet wurde. Die U N-Elementaranalyse ergab 0,4 % N fur Polymer 5, bzw. 0,7 % N fur Polymer 6, 
entsprechend 2,8 mol-%, bzw. 5 mol-% der NHS-aktivierten Reaktivgruppe aus Beispiel 3a). 

Beispiel 4: 

50 Synthese des Reaktivpolymers 7 

In 25 ml Dioxan wurden 3,38 g Stearylmethacrylat und 2 g Methacryloyldimethyldioxolansowie 100 mg 
Azobisisobutyronitril gelost. Dazu wurden 0,54 g Reaktivgruppe 3 aus Beispiel 3 gegeben und 20 h bei 
70°C gerGhrt. Nach dem Erkalten wurden 0,2 g NHS und 0,4 g Dicyclohexylcarbodiimid zugegeben und 16 
55 h bei Raumtemperatur geruhrt. Die Rohlosung wurde in 400 ml Methanol eingetropft, der entstandene 
Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das 1 H-NMR zeigte die fur Polymere 
typischen breiten Resonanzen im aromatischen Bereich zwischen 7 und 7,5 ppm sowie auch die der 
Esterfunktion benachbarten Protonen zwischen 3,5 und 4,5 ppm und fur den Alkylteil die Absorptionen 
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zwischon 0,7 unci ?,? ppm Dio 14 N-f lomontaranalyso orgab 0,9 % N. ontsprochond 6 mol-% dor 
Reaktivgruppo 3 aus Hoispiol 3 

Beispiol 5: 

5 

a) Herstollung dor Hoaktivgruppo 4 

In 40 ml Dioxan wurdon 5 g Ethylonoxid-Oligomor-mothacrylat mit einom mittloron Mol.-Gew. von 300 
(Blemmer PE-350®, Firma Nippon Oil & Fats), 1,13 g Succinanhydrid sowio 10 mg 2,5-Bis-tert-butylphonol 

w gelost, 5 Tropfon kon/ontriorto SchwofolsSuro zugogobon und 1? h untor RGckflufl gokocht Die Schwefol- 
saure wurdo mit Natriummothanolat neutralisiert und dio Lttsung oingoongt. Dor RUckstand wurde mit 
Methylenchlorid aufgonommen und die Ltfsung filtriert. Das Filtrat wurde im Hochvakuum eingeengt und der 
Ruckstand gotrocknot. Das ^-NMR zeigto dio vinylischon Protonon boi 5,55 und 6,1 ppm, dio Ethylonoxid- 
Einheiten bei 3,65 ppm, die der Esterfunktion benachbarten Protonen bei 4,25 ppm und die a-Carbonylpro- 

75 tonen bei 2,65 ppm. 

b) Synthese des Reaktivpolymers 8 

In 10 ml Dimethylsulfoxid wurden 1,3 g Natrium-p-styrylsulfonat, 0,2 g Reaktivgruppe 4 aus Beispiel 5a) 
20 sowie 0,5 g Cumarinfarbstoff 1 (Formel siehe unten; siehe auch Beispiel 2 in DE 4114482 A1) gelttst und 
nach Zugabe von 20 mg Azobisisobutyronitril 15 h bei 65 °C gerUhrt Die viskose Rohl6sung wurde in 100 
ml Ethanol eingetropft und der entstandene Niederschlag abgesaugt und in 12 ml Dimethylsulfoxid wieder 
gelSst. Der Ltisung wurden 0,1 g NHS und 0,2 g Dicyclohexylcarbodiimid zugesetzt und 16 h bei 
Raumtemperatur gerUhrt. Die LSsung wurde in 100 ml Ethanol eingetropft, der Niederschlag abgesaugt und 
25 im Hochvakuum getrocknet Das 1 H-NMR zeigte die fUr Polymere typischen breiten Banden mit Ethylen- 
oxid-Einheiten bei 3,65 ppm, aromatischen Absorptionen zwischen 6,5 und 8,5 ppm sowie die aliphatischen 
Protonen zwischen 0,7 und 2 ppm. Die auf den reinen Farbstoff normierten Extinktionswerte bei 385 nm 
ergaben 20 Gew.-% Farbstoffanteil im Polymer. 

Die 14 N-Elementaranalyse ergab 1,45 % N, entsprechend 4 mol-% NHS-aktivierte Reaktivgruppe 4 aus 
30 Beispiel 5a). 



35 



40 




Cumarinfarbstoff 1 



45 

Beispiel 6: 

Synthese des Reaktivpolymers 9 

50 In 10 ml Dimethylacetamid wurden 2,14 g Stearylmethacrylat, 1,06g Methacryloyldimethyldioxolan, 0,75 
g Cumarinfarbstoff 2 (Formel siehe unten; siehe auch Beispiel 3 in DE-OS 42 13 323) sowie 41 mg 
Azobisisobutyronitril gelost. Dazu wurden 0,142 g Reaktivgruppe 3 aus Beispiel 3a) gegeben und 20 h bei 
70 °C geruhrt. Nach dem Erkalten wurden 49 mg NHS und 88 mg Dicyclohexylcarbodiimid zugegeben und 
16 h bei Raumtemperatur gerGhrt. Die Rohlosung wurde in 400 ml Methanol eingetropft, der entstandene 

55 Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das 1 H-NMR zeigte die fur Polymere 
typischen breiten Resonanzen im aromatischen Bereich zwischen 6,5 und 8,3 ppm sowie auch die den 
Estergruppen benachbarten Protonen zwischen 3,5 und 4,5 ppm und fur den Alkylteil die Absorptionen 
zwischen 0,7 und 2,2 ppm. Die auf den reinen Farbstoff normierten Extinktionswerte bei 480 nm ergaben 15 
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Gew.-% Farbstoffanteil im Polymer. Die U N-Elementaranalyse ergab 1,5 % N, entsprechend 4 mol-% der 
NHS-aktivierten Reaktivgruppe 3 aus Beispiel 3. 



5 



10 




15 

Cumarinf arbstoff 2 



20 Beispiel 7: 

a) Herstellung der Reaktivgruppe 5 

In 5 ml Acetonitril wurden bei 0 °C 1 g Natriumcarbonat und 2 g Reaktivgruppe 4 aus Beispiel 5a) 
25 vorgelegt und 0,51 g Isobutylchloroformat in 5 ml Acetonitril zugetropft. Es wurde 1 h bei dieser Temperatur 
gerUhrt, weitere 10 ml Acetonitril zugesetzt und die Mischung unter Stickstoffatmosphare filtriert. Das Filtrat 
wurde bei 0 °C einer Losung aus 0,18 g Hydrazinhydrat in 5 ml Acetonitril zugetropft und 2 h bei dieser 
Temperatur geruhrt Die Losung wurde filtriert, mit 1 n Salzsaure auf pH 4 gestellt und im Hochvakuum 
eingeengt, wobei ein gelbes, viskoses 6l zurUckblieb. 
30 Das 1 H-NMR zeigte die vinylischen Protonen bei 5,55 und 6,1 ppm, die Ethylenoxid-Einheiten bei 3,65 
ppm, die der Esterfunktion benachbarten Protonen bei 4,3 ppm und die a-Carbonylprotonen bei 2,65 ppm. 
Die 14 N-Elementaranalyse ergab 4,8 Gew.-%, entsprechend 4,88 Mol-% an Reaktivgruppe. 

b) Synthese des Reaktivpolymers 10 

35 

In 4 ml Dimethylsulfoxid wurden 0,65 g Natrium-p-styrylsulfonat, 0,1 g Reaktivgruppe 5 aus Beispiel 7a) 
sowie 0,25 g Cumarinf arbstoff 1 aus Beispiel 5b) gelost und nach Zugabe von 10 mg Azobisisobutyronitril 
15 h bei 65 °C geruhrt. Die viskose Rohlosung wurde in 60 ml Ethanol eingetropft und der entstandene 
Niederschlag abgesaugt und im Hochvakuum getrocknet. Das 1 H-NMR zeigte die fur Polymere typischen 
40 breiten Banden mit Ethylenoxid-Einheiten bei 3,65 ppm, aromatischen Absorptionen zwischen 6,5 und 8,5 
ppm sowie die aliphatischen Protonen zwischen 0,7 und 2 ppm. Die auf den reinen Farbstoff normierten 
Extinktionswerte bei 385 nm ergaben 20 Gew.-% Farbstoffanteil im Polymer. 

Die U N-Elementaranalyse ergab 1,64 % N, entsprechend 4 mol-% Reaktivgruppe 5 aus Beispiel 7a). 

45 Beispiel 8: 

Synthese des Vergleichspolymers 1 1 : 

In 20 ml Dioxan wurden 3,38 g Stearylmethacrylat sowie 2 g Methacryloyldimethyldioxolan mit 100 mg 
50 Azobisisobutyronitril gelost und 20 h bei 70 °C geruhrt. Nach dem Erkalten wurde die Rohlosung in 200 ml 
Methanol eingetropft, der entstandene Niederschlag abfiltriert, mit Methanol gewaschen und getrocknet. Das 
1 H-NMR zeigte die fur Polymere typischen breiten Resonanzen der der Esterfunktion benachbarten 
Protonen zwischen 3,5 und 4,5 ppm und fur den Alkylteil die Absorptionen zwischen 0,7 und 2,2 ppm. 

55 
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Beispiel 9 

Immobillslerung von ^-Galactosldase 

5 Ein Glas- odor Kunststofftra"gor wurdo mit oinor LB- (Vorfahron nach DL -OS 39 38 598) odor SA-Schicht 

(Verfahron nach Dt -OS 42 08 645) Oborzogen und mit oinom zwoiton gloichartigon IrMgor abgodockt, 
dessen RSndor mit oinom 0.1 mm starkon Teflonband Uborzogon waron, so dafl sich zwischon boidon 
Tragern 0.1 mm Abstand orgab. Dieser Zwischenraum wurdo mit 1 ml einor Losung von 0-Galactosidaso (1 
mg/ml, 10 mmol Carbonatpuffor pH 8) gefOllt und anschliofiond 1 h boi Raumtomperatur inkubiort. Dio 

70 Abdeckung wurdo anschlieBend vom Probentrager entfornt und dor TrSgor dreimal mit EPPS-Puffor (0.1 
mol/l N-[2-Hydroxyothyl]-piperazin-N'-[3-propansulfonsSiurG] (EPPS), 1 mmol/l MgCL>, 0.05 % NaN :Jl 0.1 g/l 
Rinderserumalbumin, pH 8) gewaschen. Das PlSttchen wurde mit 2 ml einer 0.5 mmol/l Losung von 
Dimothylacridinon-galactosid (DMAG) in EPPS-Puffor 1 h boi 37 *C inkubiort. AnschlieBend wurdo dio 
Losung in eine KOvetto umgefUllt und bei 634 nm im Photometer gegen unbehandelte DMAG-L6sung 

75 vermessen. Die Resultate sind in folgender Tabelle dargestellt: 



Substanz 


Extinktion (634 nm) 


Reaktivpolymer 1 


1.46 i 


Reaktivpolymer 2 


0.64 


Reaktivpolymer 2 


0.44 


Reaktivpolymer 3 


0.317 


Reaktivpolymer 4 


0.436 


Reaktivpolymer 5 


0.471 


Reaktivpolymer 6 


1.503 


Reaktivpolymer 7 


0.861 


Reaktivpolymer 8 


1.912 


Reaktivpolymer 9 


2.16 


Vergleichspolymer 1 1 


0.06 (ohne Reaktivgruppe) 


APTS/GA (s. unten) 


0.363 (Vergleichsprobe, konventioneller Aktivierung) 



Man erkennt gegenOber einer Probe ohne Reaktivgruppen (adsorptive Bindung) und gegenOber einer 
auf konventionelle Weise mit Aminopropylsilan und Glutardialdehyd (APTS/GA) behandelten Probe eine 
angehobene Enzymaktivitat. 

35 

Beispiel 10 

Immobillslerung von Immunglobulln liber Protein A 

40 

Eine mit einer LB-Schicht (Substanz: Reaktivpolymer 9) Gberzogener Streifen aus Polycarbonat-Folie 
("Macrofor) wurde mit einem Deckglas abgedeckt, dessen Rander mit einem 0.1 mm starken Teflonband 
Uberzogen warem, so daB sich zwischen beiden Tragern 0.1 mm Abstand ergab. Dazwischen wurden 0.25 
ml einer Losung von Protein A (0.1 mg/ml in 0.01 mol/l Carbonatpuffer pH 8.0) hindurchgegeben und 
anschlieBend Ober Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde das Deckglas entfernt und die 
Folie in Citratpuffer (25 mmol/l Citrat, 15 mmol/l Kaliumphosphat, 0.5 mol/l KCI, 1 mmol/l MgCfe) gespult. 
Danach wurde mit 0.5 ml einer Losung von Anti-Digoxin-IgG (0.2 mg/ml in Citratpuffer pH 6.4) benetzt und 
erneut abgedeckt. Nach 1 h bei Raumtemperatur wurde das Deckglas wiederum entfernt und erneut mit 
2ml Citratpuffer pH 6.4 gewaschen, die Folie trocknen gelassen und in kleinere Probenstucke zerschnitten. 
Diese Proben wurden in eine Losung von Tetramethylrhodamin-markiertem Digitoxigenin (1 ug/ml in 
Citratpuffer pH 6.4) eingetaucht und bei 515 und 577 nm die Fluoreszenz gemessen (Anregung: 405 nm). 
Ober das Verhaltnis der Fluoreszenzen 577 zu 515 nm (Forster-Energietransfer, wie in DE-OS 39 38 598 
beschrieben) lieB sich die Anbindung des Digitoxigeninderivates an immobilisiertes Immunglobulin und 
dessen Waschstabilitat gegenOber Citratpuffer pH 6.4 detektieren (s. Tabelle). 

55 
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Typisches Bindungsverhalten von TRITC-Digitoxigenin 




Fluoreszenzverhaltnis 577/515 


vor TRITC-Digitoxigenin 


0.51 


nach TRITC-Digitoxigenin 


1.80 


1 x gewaschen 


1.82 


2x gewaschen 


1.50 


3x gewaschen 


1.79 


nochmals mit Wasser gewaschen 


2.26 



Beispiel 1 1 

75 Immobllisierung von Dig-AK Uber Hydrazldchemie 

Ein mit einer SA-Schicht (Reaktivpolymer 10, auf Polylysin-Grundierung) uberzogener Streifen aus 
oberflachenaktivierter PET-Folie (AGFA "gold", 175 urn) wurde mit einem Deckglas abgedeckt, dessen 
Rander mit einem 0.1 mm starken Teflonband Qberzogen waren, so dafi sich zwischen beiden Tragern 0.1 

20 mm Abstand ergab. Dieser Zwischenraum wurde mit 1 ml einer Losung von Anti-Digoxin-lgG versetzt, der 
zuvor einer Periodatoxidation unterzogen wurde (4 mg IgG in 0.5 ml 0.01 M NalO*, 0.1 M Acetatpuffer pH 
5.5, 45 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieGend uber Biogel P6G entsalzt). Nach Inkubieren uber 
Nacht bei 8°C wurde das Folienstuck mit Citratpuffer pH 6.4 (siehe Beispiel 10) gespult, trocknen gelassen 
und in kleinere Stucke zerschnitten. An diesen Probenfolien wurde vor und nach Eintauchen in eine Losung, 

25 die TRITC-markiertes Digitoxigenin (1 ug/ml in Citratpuffer pH 6.4, mit Zusatz von 0.001 Vol-% Tween 20) 
enthielt, bei 495 und 577 nm die Fluoreszenz gemessen (Anregung: 405 nm). Ober das Verhaltnis der 
Fluoreszenzen 577 zu 495 nm lieB sich die Anbindung des Digitoxigeninderivates an immobilisiertes 
Immunglobulin und dessen Waschstabilitat gegenuber Citratpuffer pH 6.4 / Tween 20 detektieren (s. 
Tabelle). 

30 



Typisches Bindungsverhalten von TRITC-Digitoxigenin 




Fluoreszenzverhaltnis 577/495 


vor TRITC-Digitoxigenin 


0.12 


nach TRITC-Digitoxigenin 


0.62 


1 x gewaschen 


0.51 


2x gewaschen 


0.49 


3x gewaschen 


0.52 


4x gewaschen 


0.46 



PatentansprUche 

45 1. Beschichteter Trager, bestehend aus 

a) einem inerten Festkorper und 

b) einer monomolekularen Schicht eines fur die Langmuir-Blodgett-(LB-) oder fur die Self-Assembly- 
(SA-) Technik geeigneten Polymers, wobei 

c) das Polymer 0,8-20 Mol-%, bevorzugt 2,5-10 Mol-%, bezogen auf die Molzahl aller Comonomere, 
50 an einem Comonomer enthalt, das eine zur Bindung von Molekulen biologischen Ursprungs 

geeignete, am Ende einer hydrophilen Spacergruppe sitzende Aktivgruppe besitzt und wobei 

d) zwischen dem inerten Trager a) und der monomolekularen Schicht b) 0-200 monomolekulare 
Schichten eines fur die LB- oder SA-Technik geeigneten Polymers ohne Aktivgruppen gemaG c) 
angeordnet sind. 

55 

2. Trager nach Anspruch 1, bei dem das Comonomer nach c) mit der am Ende einer hydrophilen 
Spacergruppen sitzenden Aktivgruppe eines der Formel 



11 



EP 0 628 819 A2 



Chb =C(\V) \V 
ist, in dor 

R 1 fOr M odor CH ;) stoht und 

R :> dio Gruppo 




v - vs 



odor -CO-O-R 4 bodoutot, woboi 
R 3 fOr -(CH ; .-) m -SO:.-(CH;.-)„-N = C = X mit X = S oder O Oder fUr -CfCH^-NH-CO-Y steht. 

R 4 fOr -(CH ? -)m-NH-CO-Y. -[CH(R')-CH 7 -0-)o-SO;.-R 5 Oder -[CH(R , )-CH ? -0-] o -C0-R 6 steht, 

Y fUr 



O 




9 W 



NO, 



— O— N 



CO — CH, 



\ 



CO— CH, 



-NH-NH 2 Oder -NH-NH 3 "CI°, 



NH-(CH 2 ) p CO-O— N 



CO— CH, 



\ 



CO— CH, 



oder-NH-(CH 2 -)p-0-S0 2 -R 5 steht. 
R 5 CH 3 , C p^2p+i oder Phenyl bedeutet, 

R 6 -(CH 2 -) m -CO-Y oder Y bedeutet, 

m und n unabhSngig voneinander ganze Zahlen von 1 bis 4 sind und 
o und p unabhSngig voneinander ganze Zahlen von 1 bis 9 sind. 

Trager nach Anspruch 1 , bei dem das Polymer fUr die monomolekulare Schicht nach b) im Falle der 
Anwendung der LB-Technik eines mit statistisch wiederkehrenden Einheiten der Formel 



■E 



CH, C(R 7 ) 



CO 
I 

O 

I 

H 2q+1 C Q 



-CH — C(R 8 )^ j^CH 2 C(R')^- 

CO r R 2 s 



o 
I 

CH CH, 



°-cr° 



H 3 C 



*CH, 



ist, in der 

R 1 und R 2 die in Anspruch 2 genannte Bedeutung haben, 
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R 7 und R 8 unabhangig voneinander H oder CH 3 bedeuten, 

q eine ganze Zahl von 12-20, bevorzugt 16-18 darstellt, 

r einen Wert von 0,75-1,25, bevorzugt 0,8-1,1, besonders bevorzugt 0,9-1,05 bedeutet 

und 

5 s einen Wert von 0,02-0,25, bevorzugt 0,05-0,2 bedeutet. 

4. Trager nach Anspruch 1, bei dem das Polymer fUr die monomolekulare Schicht nach b) im Falle der 
Anwendung der SA-Technik eines mit statistisch wiederkehrenden Einheiten der Formel 

70 

-E"CH 2 — C(R 7 )-3^CH— C(R 1 )^ (III), 



ist, in der 

R\ R 2 , R 3 und s die in Anspruch 3 gegebene Bedeutung haben, 

t einen Wert von 1,6 bis 2,25, bevorzugt 1,8 bis 2,1, besonders bevorzugt 1,9 bis 

2,05 annimmt und 

20 R 9 ein Anion aus der Gruppe von -S0 3 e , -CgHVSOs 6 , -COO e und -0-P0 3 ee 

oder 

ein Kation aus der Gruppe von 



25 



N 



30 



-N(R 10 , R 11 , R 12 ), -S(R 10 , R 11 ) 



© 

35 — CO-Q{c— C— Alkylen^-N(R 10 , R 11 ,R 12 ) , 

-NH-NH3® oder 

40 

— co-q£ch— ch(r 1 )-o]-co-[ch3-co— nh— nh 3 ® 

o m 



45 bedeutet, 

worin R 10 , R 11 und R 12 unabhangig voneinander Wasserstoff, C1 -C22-Alkyl, Phenyl oder Benzyl bedeu- 
ten und 

Q fur O oder NH steht und die Indices o und m unabhangig voneinander ganze Zahlen von 1 bis 9 
darstellen. 

50 

5. Trager nach Anspruch 1, bei dem die hydrophile Spacergruppe eine Kettenlange von 5-30, bevorzugt 
7-30, besonders bevorzugt 13-30 Atomen hat, wobei sowohl C-Atome als auch Heteroatome gezahlt 
werden. 

55 6. Tra'ger nach Anspruch 1 , bei dem die hydrophile Spacergruppe eine Oligoethylenoxidgruppe oder eine 
Oligopropylenoxidgruppe mit 5-9 Einheiten ist. 
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7. Tragor nach Anspruch ?. hoi dom dio am f ndo oinor hydrophilon Spacorgruppo sit/ondo Aktivgruppo 
Hydra/id. N-Hydroxysuccinimid, Nitrophonylostor. Isothiocyanat, lodcyanat, lodncotamid, Maloimid odor 
Mothylsullonat, bovor/uyt Hydra/id ist 

5 8. Verfahron zur Horstollung hoschichtotor Tragor, dadurch gokonnzoichnot, dafi oin inortor Tragor nach 
dor Langmuir-Blodgott (LB)- odor nach dor Soll-Assombly (SA-)- 1 ochnik mit oinor monomolokularon 
Schicht aus oinom fUr dioso Tochnikon geeigneton Polymor beschichtot wird, woboi dlosos 0,8-20 Mol- 
%, bozogon auf die Molzahl allor Comonomoro, an oinem Comonomer enthSIt, das oine zur Bindung 
von Molektllon biologischon Ursprungs geoignoto, am Endo oinor hydrophilen Spacorgruppe sitzondo 

70 Aktivgruppo besitzt und woboi zwischon dom inorton TrSger und dor monomolokularon Schicht 0-P00 

monomolokulare Schichten eines fUr dio LB- odor SA-Tochnik goeigneten Polymors ohne Aktivgruppon 
enthaltendes Comonomer angeordnot werden. 

9. Verwendung des beschichteten TrSgers nach Anspruch 1 zur Anbindung (Immobilisiorung) von MolekU- 
75 Ion biologischen Ursprungs. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl zunachst Protein A oder Protein G und 
dann das betreffende Immunglobulin an die OberflSche des Festkttrpers gebunden wird. 

20 



25 



30 
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